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論文内容要旨
研究目的
 Myx・virusに属するHemads・rpti・ntype2virus(以下HA2と略す)を
 HeLa-S3細胞に感染させると,すべての細胞がウイルスゲノムを持つたまま増殖を続ける持続
 感染の状態になる(この持続感染系を以下S3/HA2と略記する)。S3/HA2細胞の染色体
 分析により,すべての細胞が特異的染色体構成の変化もきたしていること,並びにこれはウィルス
 感染によって誘導される特異的変化であり,しかもウイルス感染後,非常に早期におこることがわ
 かっている。そこで更に染色体間のDNA複製時期の差異を利用し,細胞染色体5H-Thymidine
 ラベルによるオートラジオグラフィーを行い,形態的のみならず機能的染色体分析を併せ行いS3
 /HA2細胞とのラベルパターンの違いから,S3/HA2細胞にみられる染色体変化部位の同定
 を行い染色体変化の機構について検討した。
1
 材料及ぴ方法
 増殖期にあるS3/HA2細胞と対照S3細胞の単層培養を1.0μC/膨5H-Thymidine
 (7.2C/mM)で7時間継続ラベルし,標本作成前3時間に2×10-7M濃度のコルヒチン処
 理を行なった。0.1%トリプシンと0.02%EDTAで細胞を分散し,クエン酸ソーダ液で低張処
 理した後カルノア液で40分固定した。ついで浮遊細胞をスライドグラス上で空気乾燥させ,5%
 PCAで15分間処理し酸可溶性分画を除き,1%1act・一acet・一・rcein液で染色し,核
 型分析をDenver方式に従って行った。一方写真撮影の終った標本は暗室にて乳剤(さくらNR
 -M2)浸漬後,4℃室で7～10日間露出させ型の如く現像,定着を行い,乳剤塗布前に撮影し
 たものと同じ場所の写真撮影を行い,あらかじめDenver方式で分析したものと対比させた。
実験結果
 1)染色体数の分布:
 S3/HA2,対照S3両細胞共,染色体数のモードは68で,大部分が3倍体域に分布して両
 細胞間に差異はみられなかった。
 2)S3細胞のオートラジオグラフィーによる核型分析:
 予備実験において細胞のDNA合成期は8時間,G2時間は5時間であることを確かめてあるの
 で,7時間の継続ラベルはtate-replicating染色体に銀粒子をのせていることになる。
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 目立つた所見はX染色体と思われるもの3個のうち2個が著明な銀粒子を持つた1ate-repll-
 cating染色体であること,D-gro⑱のうちD-13にあたる3個の染色体が銀粒子を持った
 !ate-replicating染色体であり,G-gr・uBにおいてはG-21,G-22共にlate
 と思われるが特にG-21染色体が著明な1ate-rep!icating染色体であること,F-
 groupではF-19,F-20共に銀粒子を持たないearly-replicating染色体である
 ことなどであり,これらの所見はすべて正常二倍体細胞の所見と一致している。
 3)S3/HA2細胞のオートラジオグラフィーによる核型分析:
 対照S3細胞ではすべてがearly-replicating染色体であったF-groupにおいて著.
 明な銀粒子を持つた染色体がF-19とF-20に1個ずつ増加していた。叉X染色体に関しては
 1ate-replicating染色体が1個減少し,earlyとlateがそれぞれ1個になっており,
 G群に関しては対照S3細胞の6本に対し5本に減少しており,G-21とG-22は形態的に非
 常に小さい染色体なので区別しにくいがオートラジオグラフィー的にはlate-replicating
 のG-21染色体が1本減少しているものと考えられる。
考 察
 以上の結果からS3/HA2細胞のラベルパターンは明らかに対照S3細胞のそれとは異ってい
 ることが判明した。即ちS3/HA2細胞においては,対照S3細胞における著明なearly-re-
 Plicating染色体であるF群に,late-replicatingmetacentric染色体が
 F-19とF-20にそれぞれ1本ずつ増加し,それを代償するように1ate-replicating
 X染色体と1ate-replicatingG-21染色体の1奉ずつが減少していることがわかった。
 これらの所見から次の事が示唆された。HA2ウイルス感染によりlate-replicat三ng
 X染色体の両腕とlate-rep.1icatingG-21染色体の短腕に切断がおこった後,X染色
 体の断片とG-21染色体の短腕との間に再結合がおこり,見かけ上F群の大きさのmetace兀
 ntriclate-replicating染色体が2個増加したものと考えられる。
 更に1ate-replicatingX染色体は中間期では性染色質を形成し,ヘテ・クロマチソの
 状態にあること,acr・cedic常染色体であるG-21染色体は同じく中間期においてヘテロ
 クロマチソの状態で核仁形成に関与することがわかっているので,HA2ウィルスが中間期におい
 てヘテロクロマチソの状態にある1ate-replicaUngX染色体とG-21染色体に働いて
 転座を引きおこしたことが強く推定され,以上のような機構で特異的な染色体構成の変化がおこっ
 たものと思われる。
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 審査結果の要旨
 パラミクソウイルスのひとつHA2ウイルス(HemadsorptionVirustype2)を
 HeLa-S5細胞に感染させると潜伏感染を起し,細胞の形態や増殖能は正常のHeLa-S5細胞と
 全く異ならないのに拘らず,ウィルスゲノムはすべての細胞に十年余にわたり維持され,猿腎細胞
 とC・cほlHVati・nを行なうと潜伏していたウィルスゲノムが賦活化される。
 著者は先ずこの様な潜伏感染細胞(以下HeLa/HA2)のク・モゾーム分折を行ない,正常の
 HeLa細胞とくらべX染色体とG-21染色体が1本ずつ減少している事,更にそれを代徴するか
 の織にF-19染色体とF-20染色体が各に1本ずつ増加している事を見出した。この事実は,
 X染色体の両腕に切断が行なった後,その一部がG-21染色体にtrans1・cateされたため・残り
 のX染色体とtransloc、teをうけたG-21とが,F-19及び,F一20とに分類され敦と説明するのが最
 も容易である。そこで著者は5H一宗ジソラベ膚こよるオートラジオグラフィーを利用して,f1εLa/HA2に
 於てはearlXreplicati・gであるべきF群の染色体が4本のうち1本ずつlatereplicatingであ
 る事を見出し,即ちX染色体とG-2i染色体のtrans1・cati・nでF群とあやまられる様な
 染色体の生ずる事を証明した。その他ひきつづいてこのtranS1。cati・nがHA2ウィルスの
 感染早期に起る事を見出し,またgeneeXPressi・nとしてアルカリフォスファターゼのみ
 がHeLa/HA2に於て正常HoLa細胞の約1/7に低下している事を見出し,人類遺伝学で想
 定されていた裏実を細胞遺伝学のレベルで世界で始めて証明するなど,一連の仕草はすべて独創性
 にとんだものであり,学位を授与するに値するものと認める。
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